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L’INFRASTRUCTURE DU PLASMALEMME
DE DUNALIELLA BIOCULATA (ALGUE VERTE)
MISE EN EVIDENCE D’UN CELL-COAT;
ESSAI DE LOCALISATION DES CHARGES NEGATIVES

R.CHARDARD*

RESUME. — L'observation au M.E. de PAlgue verce unicellulaire D. bioculata Butcher
révéle la présence d'un revétement fibreux quirecouvre le feuiller externe du plasmalemme
Ce veell-coaty est conscitué de fibrilles plus ou moins longues (25200 nm) disposées irré-
galidrement & la surface cellulaire; elles sont cependant moins denses que celles observées
daus les cellules animales.

Les différcntes techniques cytochimiques utilisées suggérent que ces fbrilles seraient
de navure glycoprotéiques. Les charges negatives Iocalisées & leur niveau seraient dues, su
moias on parcie, & la présence d'acide sialique qui 3 été mis en cvidence par des méthodes
chimiques. mais dont la concentration reste cependant trés faible.

SUMMARY. - Electron microscopy of the unicellular green alga D. bioculata Butcher
shows the presence of a fibrous coat on the external lamella of the plasmalemma. The cell-
<ot consists of 25200 nm long fibrils placed irregularly on the cell surface. They are
however less dense than in animal cells

Various cytochemical tests suggest the fibrils to be glycoproteic. The negative charges an
fibeils are due, at least partly to sialic acid which can be chemically detected, although
present in very low concentration.

MOTS CLES : Chlorophyta. Dunaliella bioculata; microscopie électronique; plasmalemme;
wcell-coats ; charges négatives; protéoglycanes; acide sialique.

INTRODUCTION

La structure de la membrane cellulaire des cellules animales est maintenant
bien connue, & la suite d'érudes faites au ME sur de nombreux types cellulaires
a Paide de divers réactifs et techniques, Ces études ont montré que la surface
cellulaire est limitce extérieurement par une couche fibsillaire plus ou moins
épaisse appelée glycocalyx ou «cell-coats. Les études cytochimiques ont précisé
la nature chimique de ces fibrilles : ce sont des molécules de glycoprotéines
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174 R.CHARDARD

cest-a-dire des protéines filamenteuses portant latéralement des glucides; acces-
soirement, on rencontre des glycolipides. Dans la cellule végétale, la situation est
différente car la membrane est recouverte par une paroi de nature pecto-cellu-
losique qui la protége, mais aussi la rend difficilement accessible aux réactifs
et aux investigations directes, sauf chez certains organismes ou dans certaines
circonstances : champignons Myxomycétes (RYTER et HELLIO, 1980); algues
Volvocales : Dunaliella tertiolecta (OLIVEIRA et al., 1980); Ulvales : Entero-
morpha prolifera (LAUR et JONSSON, 1983); protoplastes de végétaux supé-
rieurs (CHARDARD, 1984); Cyanophycées 1 Anabaena (De VECCHI ¢t GRILLI
CAIOLA, 1986).

Pour préciser la structure du «cell-coat» des cellules végétales, la nature des
molécules responsables des charges négatives, leur localisation 4 la surface de la
cellule, nous avons étudié la surface cellulaire de 1'Algue Dunaliella bioculata
Butcher qui présente la particularité de ne pas posséder de paroi. Les résultats
obtenus avec ce matériel sont rapportés dans cette Note.

MATERIEL ET METHODES

Dunaliella bioculata (Culture collection of Algae and Protozoa Cambridge) est
cultivée au laboratoire en milieu artificiel (GRIZEAU et al., 1982) 4 la tempé-
rature de la pidce (20-23°C). La lumiére est fournie par des tubes fluorescents
(Intensité lumineuse moyenne : 20 W.m?2); le régime lumineux est de 16 heures
de lumiére et 8 h d'abscurité.

Traitement pour le M.E.

Les cellules sont fixées par le glutaraldéhyde (GA) 1,75 3 3,5 % (provenant
dune ampoule & 70 %) dissous dans un des miliewx suivants :

— milieu de culture lui-méme (pH:7,2)

— cacodylate de Na (0,05 0,1 M), pH 7.2 + NaCl 0,5 M

— cacodylate de Na + saccharose (0,25 & 1 M) (EVANS et HOLLIGAN, 1972)

cacodylate de Na + paraformaldéhyde suivant KARNOVSKY (1965}

— tris-HC1 0,05 M, pH 7.2 + mannito] 0,9 M pendant 1h30 4 4°C

- tris-maélate 0,2 M pH 5.4 + sorbitol 1,2 M (avec la neuraminidase).

Aprés 3 lavages dans le miliew tamponné hypertonique (3 4°C), les cellules
sont soit post-fixées directement par OsQ4 1%. soit traitées par les différents
réactifs décrits ci-dessous, puis aprés lavae, post-fixées par OsO, pendant 13
12 h 3 la température de la piece.

Aprés lavage rapide, les cellules sont alors collectées par centrifugation,
enrobées dans la gélose, déshydratées par I'éthanol puis par Ioxyde de propyléne
et incluses dans I'épon. Les coupes sont confectionnées avec I'ultra-microtome
REICHERT OMU 2 et observées avec le microscope électronique JEM 100 C
480 KV.
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PLASMALEMME DE DUNANIELLA BIOCULATA 175

Traitements utilisés pour la mise en évidence du «cell-coat»

— coloration classique des coupes par l'acétate duranyle-plomb suivant
VENABLE et al. (1965).

_traitement au ferco-osmium suivant HEPLER (1980).

~ traitement PATAG d'aprés THIERY (1967).

~ emploi de traceurs : peroxydase de racine de raifort (HRP Sigma, type IT)
dissoute dans le milieu de culture & la concentration de 4 mg par ml et appliquée
pendant des temps variant de 0h30 3 3h. L'activité de la peroxydase a ensuite
été révélée par le tétrachlorure de diaminobenzidine (DAB 4 HCl){Sigma) et
Hy 05 suivant la technique de GRAHAM et KARNOVSKI (1966).

Essais de localisation des charges négatives par différentes molécules

polycationiques.

~ bleu aleyan 8 G (Michrome n® 24) GURR (BA) suivant NILSSON et
BEHNKE (1971)

~ rouge de ruthénium (RR) (0.1 %) suivant LUFT (1966)

— hydroxyde de fer collotdal (HFC) d’aprés NICOLSON (1972) (modifica-
tion de la rechnique de GASIC et al., 1963-1968)

~ ferritine cationisée (FC) (fervitine couplée avec le NN'diméryle-1,3-
propane<liamine (DMPA), Sigma lot 20 F 80603) appliquée sur les cellules
vivantes en miliew hypertonique et suivie d’une fixation par le GA sans lavage
préalable (DANON et al., 1972).

Recherche sur la nature du cell-coat.

~ Action de la pronase B a la concentration de 400 ung/ml, pendant des
temps varianc de 15 & 60 minutes, 4 la température de 26°C, sur des cellules
vivantes ou fixées préalablement par le GA. Aprés lavage, les cellules sont traitées
par FC ou par HFC.

— Action de la neuraminidase (Nanase) {Sigma, type VIII, lot 129 C8055-1)
4 la concentration de 1 & 5 U par ml de milieu contenant les cellules vivantes;
ensuite traitement par HFC ou par FC (GASIC et al., 1963). La Nanase a été
utilisée soit dissoute dans le tampon acétate 0,1 M pH 5,4 rendu hypertonique
par NaCl (0,5 M}, soit dans le tampon tris-maléate & méme pH.

Dosage des acides sialiques.

Le dosage des acides sialiques a été effectué & partir de cellules qui ont été
traitées suivant deux conditions :

1- Les cellules ont été fixées pendant 36h & 4°C par GA 3,5 % dissous dans
le milieu de culture, lavées puis déshydratées par I'éthancl souvent renouvelé
jusqu'a Pélimination compléte des pigments.

2-Les cellules ont été placées directement dans I'éthanol 70 % puis traitées
comme précédemment,

Dans les deux cas, on a appliqué la méthode de WARREN (1959) pour la
recherche de Pacide sialique par action de l'acide périodique-acide barbiturique
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176 R. CHARDARD

er la lecture de la densité optique au spectrophotométre 3 A = 549 nm. Une
gamme étalon contenant une quantité connue d’acide sialique a été réalisée et
a permis d'évaluer la concentration d'acide sialique provenant des cellules.

RESULTATS ET DISCUSSION

Présence d'un «cell-coats.

L'observation au ME du plasmalemme de Dunaliella aprés fixation par le GA
dans certaines conditions dépendant notamment du tampon et de la substance
osmorégulatrice (les meilleurs résultats ant été obtenus en utilisant comme solu-
tion tampon le milieu de culture lui-méme ou le cacodylate-saccharose 2 pH 7,2)
montre, aptés coloration par l'acétate d’uranyle-plomb, un empatement  peu
prés continu du feuillet extcrne du plasmalemme sur 20 & 30 nm d’épaisseur;
cette technique ne permet pas de préciser sa structurc. Avec le traitement par
le ferro-osmium (HEPLER, 1980). la structure du plasmalemme est plus gros-
siére, mais révéle, sur le feuillet externe des fibrilles courres et denses (fig. 4,

fleches).

Action des traceurs.

La peroxydase (HRP) est une enzyme de PM assez élevé (= 40.000 d} qui, en
elle-méme n'est pas visible 2u ME; mais lorsque elle est fixée par le GA, puis ré-
vélée par H;0, ec un dérivé de la benzidine :la DAB-4-HCL elle catalyse la for-
mation d’un polymére opague aux électrons aprés action de OsOs.

En utilisant la peroxydase comme traceur, on peut mettre en évidence, chez
Dunaliella, une couche opaque aux électrans, & la limite du cytoplasme {par
cette technique, on ne peur révéler le plasmalemme) (fig. 2), de 20 & 30 nm
d'épaisseur; sa limite interne est nette, alors que la limite externe est plus irrégu-
Tiére.

Le dépét noir abservé sur le plasmalemme indique donc la localisation de len-
zyme adsorbée par une couche surmontant le feuillet externe du plasmalemme
dont la structure n'apparait pas avec cette technique. Cependant cette réaction
n'a aucune signification quant & la nature chimique des fibrilles du «cell-coars;
les témoins, qui n'ont pas été en contact avec la peroxydase, ne montrent aucu
précipité, ce qui indique également I'absence de peroxydase endogéne (fig. 3.

Techniques eytochimiques

La réaction PATAG (THIERY, 1967) met en évidence la structure de ce
«cell.coaty, en méme temps qu'elle apporte une précision sur sa nature chimique
{fig. 5). Elle montre en effet un revétement dense de fibres assez courtes {30-
40 nm) dont la structure fine. avec cette technique, reste imprécise par suite de
leur densité (fig. 6, rfc) et des fibrilles plus longues (100-200 nm), au trajet
sinueux, dispersées & la surface du plasmalemme {fig. 6, f1). La longueur mesurée
ne représente pas la longueur réelle, car la taille des grains d’argent diminue |a
résolution et empéche de suivre leur trajec d'une maniére précise (fig. 5, 6,7 et 8)
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PLASMALEMME DE DUNANIELLA BIOCULATA 177

Ces diverses techniques montrent que Dunaliella posséde un plasmalemme
recouvert d'un revétement fibreux constitué de deux sortes de fibrilles : les unes
courtes, serrées et abondantes se présentent comme un empétement du feuillet
externe du plasmalemme dont la structure est ainsi difficile 4 mette en évi-
dence; les autres. fines. longues et moins nombreuses sont disposées de place en
place. La surface cellulaire de Dunaliella ressemble donc & un rapis a poils ras
duquel émergent des poils «longsy. Ce revétement fibreux es rarement rencon-
tré chez les cellules végétales, car la présence d'une paroi géne souvent I'observa-
tion du plasmalemme; il n'a été signalé que chez Dunaliella tertiolecta (OLIVEL-
RA et al.,, 1980). Il est présent chez la plupart des cellules animales et a recu le
nom de glycocalyx puis de «cell-coat». L'usage a privilégié 'emploi de ce dernier
terme. Dans les cellules prélevées dans le tissu, il reste mince (50-100 A); dans
quelgues catégories de cellules ot le plasmalemme est directement en contact
avec le milieu, le «cell-coat» présente un développement important {épaisseur :
200-1000 A) : unicelluluires (Amoeba, Tryp Gregarina (SCHREVEL
et al. 1979); cellules isolées (érythrocytes, LUFT, 1976); cellules présentant
un bord libre (entérocytes. THIERY et RAMBOURG, 1974: cellules du rein.
LUFT. 1976}, etc.

Le «cell-coat» de Dunaliella n'est cependant pas rigoureusement analogue &
celui des cellules animales. L'association des fibrilles courtes et longues semble
assez originale. La structure la plus proche rencontrée dans les cellules animales
se trouve chez Amoeba proteus od le «cellcoaty comprend deux parties :
camorphous layers et «fuzzy layers (SCHREVEL et al., 1979). On remar-
quera toutefois que les fibrilles de Dunaliellu sont plus fines que celles d”4moeba
{dont le diamétre st compris entre 100 et 600 A) et moins longues et moins
denses que celles des entérocytes ont elles peuvent atteindre 500 & 2000 A de
long.

Du point de vue chimique, la réaction positive du test PATAG au niveau des
fibrilles, caractérisée par la présence de grains d’argent absents chez les témoins
{fig. 9) confirme d°une part Pexistence d’un revétement fibreux et d’autre part
signale la présence de polysaccharides sur les fibrilles.

Essais de locatisation des charges négatives.

Dans les cellules animales, les fibrilles du «cellcoats sonc des glycoprotéines
portant des acides sialiques (MATOSKA et SIRACKY, 1980; NICOLSON,
1973} dont les groupements acides sont responsables des charges négatives
détectées & la surface du plasmalemme et qui peuvent étre révélées en utilisant
de petites molécules cationiques (blew aleyan. rouge de ruthéniura) ou des com-
plexes polycationiques tels que I'hydroxyde de fer colloidal {HFC) ou la ferri-
tine cationisée (ferritine-DMPA).

A la différence de ce qu'ont obtenu d'autres auteurs {OLIVEIRA et al. 1980;
NILSSON et al,, 1971). le BA nous a toujours donné des résultats négarifs,
quelles que sofent les conditions utilisées. Le RR, par contre, appliqué suivant
la technique de LUFT (1966) met en évidence un revétement dense aux élec-
wons, de 40 & 80 nm d'épaisseur, de forme irréguliére. dans laquelle on recon-
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nait, suivant les incidences de la coupe, des pyramides, des piliers, ou méme
parfois un dépot continu (fig. 19). Sa structure est homogéne. On peut penser
que les fbrilles n'apparaissent pas avec cette technique parce qu'elles sont
agglomérées sous l'effet des charges positives du RR 3 qui sa petite raille mo-
léculaire permet de pénétrer jusqu'a la base des fbrilles (fig. 20). Certaines
coupes subtangentielles du plasmalemme (fig. 18, en bas de la figure) montrent
une structure en «nid d’abeilles», comme si les fibrilles étaient localisées sur le
plasmalemme suivant un dessin géomérrique. 1l est plus vraisemblable que ces
Figures sont le résulcat des réactions entre les charges négatives des fibrilles et
les charges positives du marqueur.

Avec Ja ferritine cationisée (FC), on observe également un marquage discon-
tinu de la surface cellulaire : des agrégats de grains de ferritine sont déposés de
place en place sur le plasmalemme (fig. 10, fléches), avec cependant une certaine
varabilit¢ suivant les cellules ou les régions cellulaires : parfois toute la celiule
est couverte par de tels agrégats disposés a intervalles réguliers (fig. 10}; sur
d’autres cellules, ces agrégats sont localement abondants et peuvent méme con-
fluer alors que le reste de la cellule en est dépourvu : enfin d'autres cellules
n'en présentent aucun.

L'examen 4 plus fort grossissement de ces agrégats montre que les granules
de ferritine ne sont pas déposés directement sur le plasmalemme, mais & une
certaine distance de celui<i. de I'ardre de 50 & 100 nm, comme si les charges
négatives avec lesquelles ils réagissent étaient localisées uniquement 4 I'extrémité
des fibrilles «longuesy, dont on soupgonne la présence dans certains cas (fig. 11,
fléches}. Cet aspect, différent de celui observé aprés d’autres marqueurs, appelle
quelques commentaires :

— Les agrégats de ferritine. Ils peuvent étre interprétés comme le résultat
de Pattraction des charges positives de la molécule de FC sur les groupes électro-
négatifs situés 3 Pextrémité des fibrilles «longues».

— Les différences de marquage entre le RR ct la FC. La réaction positive
avec le RR implique lexistence de charges négatives sur toute la longueur des
fibrilles, alors que la localisation des molécules de ferritine indique des charges
négatives uniquement 2 leur extrémité, On peut expliquer ces différences en
admertant qu'elles sont dues a la taille des melécules du marqueur. En effet. la
FC est une grosse molécule organique qui peut avoir des difficultés 4 atteindre
la base des fibrilles, alors que la molécule de RR, de relativement petite taille,
est plus apte & parvenir & leur base,

L'hydroxyde de fer colloidal (HFC) appliqué suivant la technique de NI-
COLSON (1972), se dépose sur le plasmalemme en formant un liseré trés dense.
dd & la diffraction des électrons par les molécules de fer. A plus fore grossis-
sement (x 60.000, fig. 13). on voit que ce liseré n’est pas une structure simple
mais quil est formé en réalité d’un film continu directement appliqué sur
le plasmalemme et de dépéts irrégubiers situs & une certaine distance de lui.
auquel ils sont reliés par des piliers. La réaction avec HFC est considérée comme
P'une des plus spécifiques des charges négatives (GASIC et al. 1968): les résuleats
obtenus avec cette méthode sont donc précieux : ils indiquent que chez Du-
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liella, les charges négatives sont réparties aussi bien sur les fibrilles «courtes»
que sur les fibrilles «longuesy. On doit cependant tenir compte que le pH trés
bas (1,6) auquel téagit HFC n’est pas favorable & une bonne conservation des
structures et peut ainsi provoguer des distorsions dans la répartition des charges
négatives.

Malgré certaines divergences de détail dans les résultats obtenus avec les
différentes techniques, on peut conclure que les fibrilles qui forment le «cell-
coatn de Dunaliella portent des charges négatives dues vraisemblablement & la
présence de fonctions acides, comme chez les cellules animales et chez certaines
cellules végétales (HELLIO et RYTER, 1980; OLIVEIRA et al., 1980; LAUR et
JONSSON, 1983 CHARDARD, 1984; DE VECCH] et CAIOLA, 1986). Toutes
les cellules ne présentent pas le méme aspect sans doute parce que la présence
des fibrilles ainsi que leur nature chimique sont sujettes 4 variations, en rapport
avec I'érat physiologique des cellules et plus particuliérement avec les étapes de
renouvellement du plasmalemme.

Nature chimique des fibrilles,

Action de la pronase

Pour connaitre la nature chimique des fibrilles, savoir si elles sont glyco-
protéiques ou glycolipidiques, nous avons fait agir la pronase B sur les cellules
vivantes (il n'y a pas d’effet sur les cellules fixées) pendant 15 3 60 minuces;
aprés lavage, elles ont été traitdes par FC. On constate qu'aprés des temps
scourts» {30 mn). le marquage cst encore présent (fig. 14), mais d'aspect diffé-
tent de celui observé normalement sur les cellules non traitées par la pronase
ffig, 10 et 11} : les grains de fecritine forment un dépét mince, presque continu,
déposé directement sur le plasmalemme. sans formation d’agrégat important.
Pour expliquer cette localisacion on doit admettre que les charges négatives
libérées par l'atraque de la fbrille protéique sont adsorbées par d'autres compo-
sés membranaires ou bien que hydrolyse des fibrilles «longues» rend accessible
aux marqueurs électropositifs les sites négatifs des fibrilles «cources».

Aprés des temps plus longs (60 nm), aucun marquage napparafc (fg. 15),
indiquant que les fibrilles ont dispars. On peur donc conchure que les fibrilles
hydrolysées par Penzyme sont de nature protéique.

Action de la neuraminidase (Nanase)

Aprés action de la Nanase en tampon acétate & pH 5,4, on observe une sim-
plification de la structure membranaire, notamment une dispatition du «celi-
coata, mais aussi une mauvaise conservation des autres constituants cellulaires
et du plasmalemme. Les cellules témoins traitées par le tampon acétate seul 3
PH 5.4 meureat cn 30 mn. Un autre tampon, le tris-maléate, essayé & ce méme
PH. produit seulement un arrét de la motilité cellulaire et se montre ainsi mains
défavorable. Nous avons donc utilisé la Nanase dissoute dans Je tampon tris-
maléate sur les cellules vivantes, suivi d'un traitement par FC ou par HFC (dans
ce dernier cas, aprés fixation). Les résultats obtenus avec ces deux marqueurs
ne sont pas concordants : aprés HCF (fig. 16, un liseré dense dii aux molécules
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ferriques entoure encore la membrane; il est cependant plus fin que chez les
témoins (comparer les fig. 12 et 16). Aprés action de la FC par contre, on ne
distingue plus aucun marquage par la ferritine, ce qui signifierait une disparition
des charges négatives par hydrolyse de l'acide sialique {fig. 17). si la technique
érait entiérement slire. Mais la structure caractéristique du plasmalemme o
également disparu au cours de ce traitement. indiquant que Ion est en présence
de cellules «peléesy sous Vaction de I'enzyme ou du tampon au pH utilisé.
L'action de la Nanase ne donne donc pas de renseignements significatifs quant 4
la nature chimique des molécules porteuses des charges négatives.
L hi

En des études cyts iques entreprises, on peut dire que les
cellules de Dunaliella sont entourées par un «cellcoars fibrillaire dont les consti-
tuants sont des fibrilles «courtes» et «longuess de nature vraisemblablement
glycoprotéique, c’est-adire constituées de protéines structurales plus ou moins
longues portant latéralement des glucides (bien que la technigue de RAMBOURG
(1967} & l'acide phosphotungstique en milieu trés acide, qui détecte les groupe-
ments hydroxyles des glycoprétdines. ait donné des résultats négatifs) et des
charges négatives dues sans doute 4 des fonctions acides. Dans les cellules ani-
males, c'est l'acide sialique qui tient ce role (MATOSKA ct SIRACKY, 1980).
Nous avons donc essayé de caractériser chimiquement cette substance chez
Dunaliella.

Recherche de l'acide sialique

Elle a été effectuée par la méthode de WARREN (1959} au periodate-acide
barbiturique qui & fait ses preuves dans I'étude de la cellule animale et dans
certaines cellules végétales (LAUR et JONSSON, 1983).

Les résultats obtenus par la lecture au spectrophotométre de la densité
oprigue (DO) & A = 549 nm sont les suivants :

Condition 1 Condition 2
(cellules fixées par le GA)  (cellules fixées par Péthanol)

lecture au temps tg 0038 0,016
¢1a DO
lecture au temps &) 0037 0018

(aprés 2 mn) de la DO

On peut expliquer les différences obtenues entre les conditions 1 et 2 en ad-
mettant que le GA utilisé en 1 préserve mieux les glycoprotéines gue I éthanol.
ce qui est confirmé par les elecuonographxes Par comparaison avec la gamme
étalon établie & partir de solutions titrées dacide sialique, on trouve que les
résultats de la condition 1 correspondent 4 une concentration en acide sialique
de l'ordre de 1 yg pour une aliquote de 200 ul. Le volume initial du surnageant
éait de 2,5 ml; la teneur totale en acide sialique est donc de 12,5 g pow
463 millions de cellules {numérations faites avec la cellule de MALASSEZ). On
voit que l'acide sialique, il est présent & la surface de la cellule de Dunaliella
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n'y est qulen trés faible proportion. Il existe donc, & cet égard, une différence
importante avec les cellules animales, ob les quantités d'acide sialique par rap-
port au poids des cellules sont beaucoup plus importantes. Chez les quelques
cellules végétales ob la recherche de acide sialique a été faite, on note une
grande diversité ¢ les sialo-glycoprotéines recouveent la membrane d'Eneromor-
pha prolifera {LAUR et JONSSON, 1983) alors quelles sont absentes de la sur-
face du Myxomycéte Dictyostelium discoideum (GILKES et WEEKS, 1977},

CONCLUSION

Les recherches cytologiques et cytochimiques entreprises sur Dunaliella bio-
culata confirment les premiéres recherches effectuées sur Fespéce voisine D.
tertiolecta (OLIVEIRA et al., 1980). Elles montrent que ces Algues unicellu-
laires sans paroi possédent & leur surface un revétement Fibrillaive comparable
au «cell-coats de nombreux types de cellules animales Dans le domaine végétal,
ce revétement a &té mis en évidence dans quelques cas (ROLAND, 1969; RY-
TER et HELLIO, 1980; OLIVEIRA et al., 1980; LAUR et JONSSON, 1983;
CHARDARD, 1984: DE VECCHI et GRILLI CAIGLA, 1986). mais sa structure
n'avait pas été nettement décrite. Chez D. bioculata, on a vu que les fibrilles
qui le composent sont de deux types : les unes courtes et abondantes recouvrent
le feuillet externe du plasmalemme avec leguel elles font corps; leur structure
est difficile 3 déterminer. Les autres. plus longues et moins denses, sont implan-
vées irrégulidrement & la surface du plasmalemme Toutes deux sant de nature
glycoprotéique et portent des charges négatives qui pourraient étre dues A des
fanctions acides ct, pour certaines au moins, & de I'acide sialique Cependant,
dautres expériences utilisant des inhibireurs des fonctions acides {(méthylation)
devraicnt étre entreprises pour préciser ce point.

La recherche de Tacide sialique par voie chimigue a montré que celuici cst
présent 4 la surface de la cellule de Dunaliella, bien qu'en trés faible quanticé.
11 pourrait donc étre considéré comme un des responsables des charges négatives
détectées sur les microfibrilles. Mais les charges négatives mises en évidence par
voie cytochimiques semblant relativement abondantes, on peut s demander si
d'autres groupements électrondgatifs, par exemple les groupements phosphate ou
sulfate ne sont pas présents eux aussi, bien qu'ils n'aient pas été formellement
identifiés.

Les incidences de la présence d'une telle structure et des fonctions qu’elle
Porte n'ont pas encore été envisagées, mais on peut penser qu’elles sont impor-
tantes dans différents domaines : dans celui de Pabsorption des jons et des
molécules ou il est possible que le «cellcoats se comporte comme une résine
échangeuse d'ions et fixe certains corps électropositifs; dans celui de la recon-
naissance des cellules oi la présence de molécules chargées doit érablir 4 la
surface des cellules une sorte de carte d'identité cellulaire (REISERT 1980);
dans celui de la reproduction enfin, si on en croit les résultats récemment obte-
s par LAUR et JONSSON (1983) et par JONSSON et al. {1985).
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EXPLICATION DES FIGURES

Toutes les figures se rapportent a Dunaliella bioculata cultivée en milicu de culture
artificiel. Les conditions de fixation cf de traitement sont bridvement indiguées. La barze
située dans le bas de la figure représente 0,25 fim, sanf spécification contraire.

Fig. 1 ¢ Le plasmalemme {dont la structure caractécistique est bieo visible par endrcin
est recouvert sur sa face externe par un revérement de structure imprécise (fléche). G
caco 0.1 M pH 7.2-saccharase-0s04; color. : acét. uran.Pb. Fig. 2 : Peroxydase revglee
par la DAB4-HCI ec H; 0. Le Bseré noir qui ceinture la cellule indique la présence de Pen-
zyme adsorbée sur la partie externe du plasmalesame. Fig. 3 : Témoin de Pexpérience pré
dente, réaliséc sans HPR : aucun dépdt n'apparait & l surface du plasmalemme. Fig. ¢ 1
Traitement par le ferro-osmium. Les fibrilles courtes situées sur le feuillet externe du plas
malemme sont nettement mises en évidence. Dimension de la barve : 0,1 tm.

Fig. 5 : Réaction PATAG. Mise en évidence de microfibrilles 4 la surface du plasma-
Fig. 6 1 Réaction

lemme. Dimension de la barre : 0.5 . GA-caco + saccharose-Os
PATAG. Détail du plasmslemme ct des fibrilles du ccell-coats 50
d'argent. fl: fibrilles Iungues‘ rfc: fibrilles courtes pl: plsmalemme.
PATAG. ot montrant la base des microfibrilles
(fléches). Fig. 8 : Réacrion PATAC, Autre aspect du plsmalemme avec des fibrilles plus
ou moins réfléchies vers la base (8). Fig. 9 : Réaction PATAG. Témoin traité sans acide
périodique - aucun dépdt d'argent nest visible & la surface du plasmalemme (pl).

Fig. 10 1 Ferritine cationisée. Des amas de FC sont déposés de place en plice et & une
certaine distance du plasmalemme {fléchc). Fig. 11 : Amas de ferritine, détail. Présence de
fibrilles {fléches) trés Faiblement contrastées, entre les amas de ferritine et le plasmalemme,
Iaissant supposer que seules les excrémités des fibrilles portent des charges négatives
Pig. 12 ¢ Hydroxyde de fer collnidal. Un dépdt noi intense encoure toute Ja cellule. Dimen-
sion de la barse : 0,5 Um. Fig, 13 : Hydroxyde de fer colloidal, détail. On ebserve un dépdt
mince er continu directement appliqué sur le plasmalemme et des amas non adhérents
au plasmalemme (fléches).

Fig. 14 : Action de la pronase sur la cellule vivante {400 fg/m}, 30 mn) suivie dune
séaction avec la FC. Le dépér de ferritine, trés mince ost directement appligud sur le plas:
malemme {fléches). Cer aspect est différent de celut obtenu aprés action de la FC seule
{compater avec les fig. 10 ot 11). Fig. 15 : Méme technique. Action de la pronase pendant
60 mn. 1} n'exisce plus aucun marquage par la FC. Le plasmalemme (pl) reste encore visible.
Fig. 16 : Action de la neursminidase sur les cellules vivantes suivie d’une réaction avec
HFC. On observe un mince dépét de fer & la surface de la cellule. Ce dépds est cependant
plus mince que dans les cellules non traitées par fa Nanase ([ig. 12 et 13). Fig. 17 : Action
de la Nanase suivie d'une téaction avee FC. On n'observe aucun dépat de FC  la surface de
la cellule. On remarque dgalement que le plasmalemme a disparu, sans doute désorganisé
par e traitement enzymatique.

1

Fig. 18 : Rouge de ruthénium, 0,1 %. Coupe longitudinale d'un flagelle. Le RR révile
le scell-coaty sur le coupé pel en haut et
ment en bas de la figure. Dans ce dernier cas. on voit que le «cell-coaty n’a pas une répar
tition homogéne et qu'il semble affecter une dispositiun en «nid d'abeilless. Fig. 19 i
Rouge de ruthénium 0,1 %. Aspect de la surface cellulaire o 'on observe des amas calorés
par le RR sous forme de monticules isolés (fléches) ou associés focalement en un mur
continu (double fliche). Fig. 20 : Détail de I fig. précédente. Aspect des monticules
constitués de microfibrilles colorées par le RR et agglomérées en amas homagénes sous
Teffet des charges positives du RR {Aéches).
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